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特异性 Kv1. 3 通道阻断剂对大鼠动脉粥样硬化的影响
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(十堰市太和医院 湖北医药学院附属太和医院，湖北 十堰 442000)
〔摘 要〕 目的 研究特异性 Kv1. 3 通道阻断剂对高脂喂养大鼠主动脉动脉粥样硬化(AS)发生的影响。方法 构建 AS大鼠模型，Wistar 大
鼠被随机分为正常对照(Control)组，AS组，AS药物治疗〔AS+ShK(L5)〕组(n=10)。利用组织病理学方法观察三组大鼠主动脉组织病变;通过实时
荧光定量 PCＲ、Western印迹法检测大鼠主动脉组织 Kv1. 3 通道和相关炎症因子表达水平;通过 ELISA 法检测大鼠外周血炎症因子水平。结果 与
Control组比较，AS组总胆固醇(TC)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)和甘油三酯(TG)水平均显著增高，高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)水平显著降低，
而 AS组和 AS+ShK(L5)组之间血脂水平均无差异(P＞0. 05)。大鼠主动脉组织 HE染色显示 AS组大鼠主动脉内膜增厚，中层平滑肌排列紊乱，炎症
细胞浸润;AS+ShK(L5)组较 AS组主动脉组织病变有所减轻。mＲNA水平，AS组 Kv1. 3 道通和炎症因子干扰素(IFN)-γ、白介素(IL)-2、IL-10、IL-4、
IL-1β的表达量明显高于 Control组，而在 AS+ShK(L5)组的表达量明显低于 AS组。蛋白水平中 AS组 Kv1. 3 道通和炎症因子(IFN-γ、IL-2 和 IL-10)
的表达量明显高于 Control组，而 AS+ShK(L5)组的表达量明显低于 AS组。AS组大鼠外周血炎症因子(IL-2、IFN-γ和 IL-10)的水平较 Control 组升
高，而 AS+ShK(L5)组较 AS组有所降低。结论 特异性 Kv1. 3 通道阻断剂 ShK(L5)能有效地抑制免疫细胞的活化，降低炎症因子的表达水平，从而
减轻病变血管组织的炎症反应，同时可降低外周血炎症因子的水平，特异性 Kv1. 3 通道阻断剂 ShK(L5)对 AS的发生有一定的抑制作用。
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T细胞的功能活化与其细胞膜上离子通道的电活动密切
相关〔1，2〕。T细胞膜上主要存在 3 种离子通道蛋白:电压门控
K+通道 (主要为 Kv1. 3 通道) ，Ca2+激活 K+通道 (主要为
Kca3. 1 通道，也称 Ikca1 通道) ，钙离子释放活化的钙离子通
道。其中 Kv1. 3 通道是效应性 T细胞活化的关键〔2，3〕。人类的
Kv1. 3 通道由位于染色体 1p13. 3 的 Kv1. 3 基因(又称 KCNA3
基因)编码，含 523 个氨基酸，其结构由 4 个相同的 a 亚基组
成，每个亚基包括 1 个 N-末端、6 个跨膜片段(S1-S6)和 1 个 C-
末端〔4〕，其相对限制性地分布在免疫系统和中枢神经系统，在
免疫系统表达于人外周血 T细胞、胸腺细胞、白血病细胞系，鼠
胸腺细胞、外周血 T细胞、巨噬细胞等，人类 T细胞发育早期即
有 Kv1. 3 通道的表达。鉴于 T细胞和巨噬细胞在 AS发生和发
展中所发挥的重要作用，而它们的增殖、活化和分泌功能又都
受到 Kv1. 3 通道的调控，因此推测 Kv1. 3 通道在动脉粥样硬化
(AS)的进程中可能同样发挥着关键作用，推测使用特异性
Kv1. 3 通道阻断剂阻断免疫细胞(T 细胞和巨噬细胞)膜上
Kv1. 3 通道可能同样能有效地抑制 AS病变中免疫细胞的活化
及其相关炎症因子的分泌，从而减轻病变血管组织的炎症反
应。因此本实验采用大鼠 AS 模型，并给予注射 Kv1. 3 通道特
异性阻断剂:海葵神经毒素(ShK)的衍生物-ShK(L5) ，又名
ShK-170，以此来观察特异性 Kv1. 3 通道阻断剂 ShK(L5)对大
鼠 AS发生的影响，并探讨 T 细胞和巨噬细胞膜表面 Kv1. 3 通
道作为靶点对 AS进行免疫调节治疗的可行性。
1 材料与方法
1. 1 大鼠 AS 实验动物模型的建立及实验分组 (1)造模
Wistar成年健康雄性大鼠 30 只，体重 180 ～ 200 g，由上海斯莱
克实验动物有限公司提供。动物合格证号:SCXK(沪)2007-
0005，喂养高脂饲料并注射维生素 D3 针剂造模。(2)动物分
组:Control组给予标准大鼠饲料喂养，并于喂食前 1 d 腹腔注
射和 AS组维生素 D3 同体积的生理盐水。AS组给予高脂饲料
喂养，并于喂食开始前 1 d腹腔注射维生素 D3 针剂，注射剂量
为 70 万 IU /kg。AS+ShK(L5)组给予高脂饲料喂养，并于喂食
开始前 1 d 腹腔注射同 AS 组量的维生素 D3，同时每天给予
Kv1. 3 通道特异性阻断剂 ShK(L5)皮下注射，注射剂量为
100 μg·kg－1·d－1。各组大鼠饲养 80 d 后麻醉处死，取血、取
主动脉组织等。
1. 2 血脂水平检测 分别使用试剂盒(南京建成)检测三组大
鼠血浆总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇
(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)含量。
1. 3 主动脉组织苏木素伊红(HE)染色 血管经甲醛固定后，
常规石蜡包埋，切片，用二甲苯脱蜡，经各级乙醇至水洗盐酸酒
精分化 30 s，苏木素(福州迈新生物)染色 5 min，自来水浸泡
15 min，伊红(福州迈新生物)染色 2 min，常规脱水，透明，封
片，镜下阅片及拍照采图。
1. 4 实时荧光定量 PCＲ法检测相关炎症因子基因在血管组织
中的表达 Trizol(Invitrogen，美国)法提取血管组织总 ＲNA，测
定 ＲNA浓度，逆转录酶 ＲeverTra Ace 试剂盒(TOYOBO，日本)
反转录为 cDNA，实时荧光定量 PCＲ 检测相关炎症因子表达，
引物(Invitrogen，美国)见表 1。相对定量法对比各组各因子表
达变化。
1. 5 Western 印迹方法检测相关炎症因子蛋白在血管组织中
的表达 Trizol中抽提蛋白(按其说明书操作) ，测定蛋白浓度
(BCA法，碧云天)制胶，上样，电泳，转膜(4℃下，恒压 100 V，
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表 1 实时荧光定量 PCＲ各基因引物序列
基因 引物序列 引物大小(bp) 编号
GAPDH 正义链:5'-ATCACCATCTTCCAGGAGCGA-3';反义链:5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3' 105 AB017801
Kv1. 3 正义链:5'-GCTCTCCCGCCATTCTAAG-3';反义链:5'-TCGTCTGCCTCAGCAAAGT-3' 141 NM_019270
IL-2 正义链:5'-CAAGCATGTACAGCATGCAGC-3';反义链:5'-ATCGATCCCTCTCAGGAGCAC-3' 152 NM_053836
IFN-γ 正义链:5'-GAAAGACAACCAGGCCATCAG-3';反义链:5'-TCATGAATGCATCCTTTTTTGC-3' 101 NM_138880
IL-4 正义链:5'-AACACCACGGAGAACGAGCTCATC-3';反义链:5'-AGTGAGTTCAGACCGCTGACACCT-3' 152 NM_201270
IL-10 正义链:5'-GCCAAGCCTTGTCAGAAATGA-3';反义链:5'-TCCCAGGGAATTCAAATGCT-3' 101 NM_012854
IL-1β 正义链:5'-CAGCAATGGTCGGGAC-3';反义链:5'-ATAGGTAAGTGGTTGCCT-3' 248 NM_031512
30 ～ 60 min) ，根据蛋白质分子量大小调整转膜时间，封闭，孵育
兔抗鼠一抗〔白介素(IL)-2、干扰素(IFN)-γ，IL-10:Abcam，美
国〕，孵育羊抗兔二抗(Abcam，美国) ，显影和定影。光密度测
定:采用扫描仪扫描图像，用 Qualityone 图像处理软件(Bio-
Ｒad)进行蛋白印迹条带的定量分析，测定目的条带的光密度值
及 β-actin光密度值，以两者光密度比值代表目的蛋白的相对表
达量。计算每例标本中目的蛋白与参照蛋白相对表达量的值。
1. 6 ELISA法测定血清中各炎症因子浓度 取出试剂盒(IFN-
γ、IL-2 和 IL-10，欣博盛生物) ，平衡至室温，加样品或标准品，
加入生物素化抗体工作液，洗板，加酶结合物，洗板，加入显色
底物 TMB 100 μl /孔，避光孵育 15 min。加入终止液100 μl /孔，
混匀后即测量 OD450 值，制备标准曲线计算浓度。以上均严格
按照试剂盒方法操作。
1. 7 统计学处理 采用 SPSS13. 0 统计软件进行 t检验。
2 结 果
2. 1 三组大鼠血脂水平比较 AS组与 Control组以及 AS+ShK
(L5)组与 Control组相比，TC、LDL-C和 TG水平均显著增高，而
HDL-C水平显著降低(P＜0. 01) ，而 AS 组和 AS+ShK(L5)组之
间各血脂指标水平的差异均无统计学意义(P＞0. 05) ，见表 2。
表 2 各组血脂水平的变化(x±s，mmol /L，n=10)
组别 TC TG HDL-C LDL-C
Control组 2. 16±0. 47 1. 84±0. 36 3. 10±0. 63 0. 84±0. 28
AS组 4. 10±1. 181) 2. 69±0. 651) 2. 11±0. 401) 2. 22±0. 901)
AS+shK(L5)组 3. 76±1. 331) 2. 77±0. 631) 2. 22±0. 371) 2. 02±0. 891)
与 Control组比较:1)P＜0. 05;与 AS组比较:2)P＜0. 05，下表同
2. 2 三组大鼠主动脉组织 HE染色结果 HE染色显示 Control
组大鼠主动脉血管壁结构清晰，内膜、中层和外膜分界清楚。
内皮细胞覆盖管腔，细胞连续、完整。中层血管平滑肌排列整
齐、规则，明显可见呈环形弹力膜，外膜为疏松结缔组织。AS组
大鼠主动脉管壁三层结构已无明确界线，部分内皮细胞损伤脱
落，内膜有轻度增厚，中层弹力膜有断裂，血管内皮细胞
(VSMCs)增生，排列紊乱，有少量炎症细胞浸润。AS+ShK(L5)
组大鼠主动脉管壁内膜、中层和外膜尚可辨认，内膜有轻度局
部增厚，中膜弹力膜以及 VSMCs排列紊乱程度较 AS 组大鼠明
显减轻，炎症细胞的浸润也减少，见图 1。
2. 3 实时荧光定量 PCＲ 结果 Kv1. 3 通道在 AS 组表达量明
显高于 Control 组(P＜0. 01) ，炎症因子 IL-2、IL-4、IFN-γ、IL-10
和 IL-1β在 AS组表达量同样高于 Control组(P＜0. 05) ;而 AS+
ShK(L5)组较 AS组上述基因的表达量有不同程度的降低(P＜
0. 05) ，见表 3。
图 1 各组大鼠主动脉组织病理学观察(HE)
表 3 各组大鼠主动脉组织 Kv1. 3 通道及相关炎症因子实时荧光定量 PCＲ结果(x±s，n=10)
组别 Kv1. 3 IFN-γ IL-1β IL-2 IL-4 IL-10
Control组 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00
AS组 2. 80±1. 491) 3. 01±1. 431) 2. 82±1. 971) 2. 66±1. 611) 2. 28±1. 181) 2. 04±1. 271)
AS+shK(L5)组 1. 37±0. 242) 1. 63±0. 322) 0. 19±0. 112) 1. 15±0. 912) 0. 50±0. 292) 0. 82±0. 352)
2. 4 Western 印迹实验结果 通过 Western 印迹相对灰度分析
发现 Kv1. 3 通道在 AS组表达量高于 Control组(P＜0. 01) ，炎症
因子 IL-2、IFN-γ 和 IL-10 在 AS 组表达量同样高于 Control 组
(P＜0. 05) ;而 AS+ShK(L5)组较 AS 组上述蛋白的表达量有不
同程度的降低(P＜0. 05) ，见图 2，表 4。
2. 5 大鼠外周血炎症因子的检测结果 ELISA发现，与 Control
组相比，AS组炎症因子 IFN-γ、IL-2 和 IL-10 的水平明显增高
(P＜0. 05) ，而 AS+ShK(L5)组较 AS 组这些炎症因子的水平均
有不同程度降低(P＜0. 05) ，见表 5。
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1 ～ 3:Control组、AS组、AS+Shk(L5)组
图 2 各组大鼠主动脉组织 Kv1. 3 通道及相关炎症
因子Western 印迹结果
表 4 各组大鼠主动脉组织 Kv1. 3 通道及相关炎症
因子Western印迹结果(x±s，n=10)
组别 Kv1. 3 IFN-γ IL-2 IL-10
Control组 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00
AS组 2. 63±0. 991) 2. 74±1. 311) 2. 67±1. 461) 2. 05±1. 021)
AS+shK(L5)组 1. 42±0. 262) 1. 41±0. 442) 0. 95±0. 322) 1. 23±0. 342)
表 5 各组血浆炎症因子水平的比较(x±s，n=10，pg /ml)
组别 IFN-γ IL-2 IL-10
Control组 0. 08±0. 02 0. 09±0. 01 0. 09±0. 01
AS组 0. 14±0. 041) 0. 15±0. 071) 0. 13±0. 051)
AS+shK(L5)组 0. 10±0. 022) 0. 09±0. 022) 0. 09±0. 012)
3 讨 论
AS是一种发生在血管壁的慢性炎症疾病，众多炎症细胞和
炎症介质参与了 AS的发生、发展过程〔1〕，而免疫反应在此过程
中发挥着重要作用〔5，6〕。AS 的各种危险因素最终都会损伤动
脉内膜，而 AS病变的形成是动脉对内膜损伤作出的炎症-纤维
增长性反应的结果。在长期高脂血症的情况下，增高的脂蛋白
中主要是氧化修饰低密度脂蛋(ox-LDL)和胆固醇对动脉内膜
造成功能性损伤，从而启动了 AS的进程。基于以上关于 AS发
病机制研究的重要理论，结合目前 AS 疾病模型研究的进
展〔7 ～ 9〕，本实验选择了喂食高脂饲料的建模方案。虽然基因敲
除小鼠 AS实验模型(如 ApoE－/－或 LDLr－ /－小鼠)在 AS 研究中
已经比较成熟，但小鼠 T细胞膜上表达的离子通道类型与人类
和大鼠不同，且细胞膜电位并不是由 Kv通道所调控〔10，11〕，不适
合作为评价 Kv1. 3 通道阻断剂疗效的实验动物模型〔12〕，因此本
实验选择了大鼠高脂饮食辅以维生素 D3 负荷腹腔注射的建模
方法。本文结果表明 AS实验模型已成功构建议。
本实验选择了 Kv1. 3 通道特异性阻断剂 ShK 的衍生
物———ShK(L5)〔13〕，又名 Shk-170。ShK(L5)对 Kv1. 3 道通阻
断的选择性比对 Kv1. 1 道通高 100 倍，比对其他通道更高出
250 倍以上〔14〕。小分子多肽 ShK(L5)作为一种代表性的 Kv1. 3
通道特异性阻断剂已被用于众多体内动物实验〔14，15〕。根据
ShK(L5)在大鼠体内药代动力学实验数据，按 10 μg·kg－1·
d－1连续给药即可达到 300 pmol /L 的稳定有效血药浓度水平。
为确保足量给药，参照已有动物实验中 ShK(L5)的给药方
案〔15〕，本实验药物治疗组大鼠每天给予 ShK(L5)皮下注射，注
射剂量为100 μg·kg－1·d－1，持续 8 w时间。
本实验发现大鼠主动脉组织局部 Kv1. 3 通道无论在 mＲNA
水平，还是在蛋白水平，AS组大鼠的表达量均明显高于 Control
组，且给予大鼠 ShK(L5)治疗后可显著降低 Kv1. 3 通道的表达
量。通过对主动脉组织内炎症因子检测，发现 AS 组大鼠 IL-2、
IFN-γ以及 IL-4 的基因和蛋白的表达量同样明显高于 Control
组，而在 AS+ShK(L5)组大鼠这些炎症因子的表达量明显降低。
效应记忆性 T细胞(TEM)在许多慢性自身免疫炎症性疾病中
发挥着关键作用，且表达高水平的 Kv1. 3 通道〔15，16 ～ 18〕，而这些
中央记忆性 T细胞(TCM)细胞在抗原沉积和炎症免疫反应局
部发挥直接效应功能是通过向炎症组织局部分泌大量的炎症
因子得以实现，这些炎症因子包括 IFN-γ、IL-4 和 IL-2。初始 T
细胞〔19〕和 TCM 细胞仅能产生非常少量的 IFN-γ 和 IL-4;而
TEM细胞则可迅速大量产生这些炎症因子〔20〕。已有实验表明
ShK(L5)在 IC50≈200 pmol /L 时可呈剂量依赖性抑制 GAD65-
specific CD4+ TEM 细胞的钙信号，并可抑制 TEM 细胞分泌
IFN-γ和 IL-2〔15〕。
本文发现与 Control 组相比，AS 组炎症因子 IFN-γ，IL-2 和
IL-10 的水平明显增高，而 AS+ShK(L5)组较 AS 组这些炎症因
子的水平均有不同程度降低。经典的钾通道阻断剂 quinine 和
4-AP均在能够阻断 Kv1. 3 通道的浓度条件下，抑制人类外周血
T细胞的增殖和 IL-2 的产生〔2〕。此外，也有研究进一步证明急
性冠脉综合征(ACS)患者外周血 T 细胞 Kv1. 3 通道电流幅度
较正常人明显升高，同时 Western 印迹结果也表明 ACS 患者外
周血 T细胞 Kv1. 3 通道蛋白的表达较正常人该蛋白的表达明
显升高〔21〕，该研究首次提示了 AS和 Kv1. 3 通道之间的直接相
关性。此外，另有研究证明 ACS患者外周血 CD4+T细胞及其亚
型 CD4+CD28nullT细胞活化后 Kv1. 3 通道表达增加〔22〕，特异性
Kv1. 3 通道阻滞剂 rMgTx 呈浓度依赖性地抑制 CD4+ T 细胞活
化时 IFN-γ、TNF-α和颗粒酶 B mＲNA 的表达〔23〕。本实验的研
究结果也证明了 ShK(L5)可有效降低 AS大鼠外周血炎症因子
水平，考虑脾脏及外周血中同样存在免疫细胞高表达 Kv1. 3 道
通的情况，而 ShK(L5)同样可有效阻断这些免疫细胞的活化和
分泌功能。
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香连片预防小鼠溃疡性结肠炎癌变的作用及机制
董跃滨 尚精娟 (上海市第七人民医院消化科，上海 200137)
〔摘 要〕 目的 探讨香连片在小鼠溃疡性结肠炎(UC)癌变预防中的作用机制。方法 将 60 只小鼠随机分为空白组、模型组、香连片组和柳
氮磺胺嘧啶组，每组 15 只，采用 1，2-二甲基肼(DMH)/葡萄聚糖硫酸钠(DSS)复合法诱导小鼠 UC 癌变模型。采用逆转录-聚合酶链式反应(ＲT-
PCＲ)法检测 DKK-1 和 WTF-1 mＲNA的表达，采用免疫组化法检测 β-链蛋白(β-catenin)和增殖细胞核抗原(PCNA)蛋白的表达。结果 与空白组比
较，其余各组 β-catenin及 PANA蛋白表达均升高(P＜0. 05) ;与模型组比较，香连组和对照组 β-catenin和 PANA蛋白表达均降低(P＜0. 05) ;香连组和
对照组 β-catenin和 PANA蛋白表达无统计学意义(P＞0. 05)。与空白组比较，模型组 DKK-1 mＲNA表达降低，香连组和对照组表达升高，其他各组
WTF-1 mＲNA均表达升高(P＜0. 05) ;与模型组比较，香连组和对照组 DKK-1 和 WTF-1 mＲNA 表达均升高(P＜0. 05) ;香连组和对照组 DKK-1 和
WTF-1 mＲNA表达无统计学意义(P＞0. 05)。结论 香连片可以通过抑制 β-catenin和 PANA蛋白表达、提高 DKK-1 和 WTF-1 mＲNA 表达阻断 Wnt
通路，发挥预防 UC癌变的作用。
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〔中图分类号〕 Ｒ574. 63 〔文献标识码〕 A 〔文章编号〕 1005-9202(2017)02-0297-03;doi:10. 3969 / j. issn. 1005-9202. 2017. 02. 016
第一作者:董跃滨(1962-) ，女，硕士，主任医师，主要从事溃疡性结肠炎
发病机制的研究。
研究表明，香连片具有抗菌、抗胃肠炎、抗溃疡性结肠炎
(UC)等药理作用〔1〕。据报道，约 5%的 UC 患者在疾病进展过
程中发生癌变，其癌变机制尚不明确，但研究发现与患者病程、
严重程度和复发率密切相关〔2〕。Wnt 信号通路在结直肠癌的
发病过程中发挥重要作用。β-链蛋白(β-catenin)在 Wnt 通路
中发挥正向调节效应，核内 β-catenin水平的升高能够激活下游
效应基本的转录过程，是 Wnt 信号通路的激活标识，参与结直
肠癌的进展〔3〕。β-catenin已经作为结肠癌进展的常见标志物。
DKK-1 是一种外泌型的糖蛋白，在 Wnt信号通路中发挥拮抗作
用，能够特异性的抑制 Wnt信号通路〔4〕。本研究拟构建 UC 癌
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